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論文内容要旨
 発生過程において中枢神経系の原基を構成する神経上皮細胞は,長い突起を脳室側と基底膜側
 に伸ばした極性を持った細胞であり,細胞周期に従って核を含む細胞体が脳室側と基底膜側を移動
 し,最も脳室側で分裂する。この神経上皮細胞の中には神経幹細胞が存在し非対称分裂をおこなっ
 ている。ChennとMcConnenがフェレットを用いて神経上皮細胞の分裂方向と娘細胞の挙動を観
 察し,分裂面が脳室面に対して平行の場合,基底膜側の娘細胞がニューロンに分化し,脳室側の娘
 細胞が神経上皮細胞にとどまると報告した。すなわち,このような脳室面に対して平行の分裂面が
 非対称分裂ではないかと提唱した。また,分裂面が脳室面に対して垂直の場合,2個の娘細胞が同
 じ形態を示し,同様の動きをすることから,これが対称分裂ではないかと指摘した。
 一方,これまでにニワトリ胚の神経上皮細胞の分裂期に,NotchのアンタゴニストであるNumb
 蛋白質が細胞体の基底膜側に局在することが示されている。さらに,中間径フィラメントである
 TrallsitinがNumbと同様に基底膜側に局在し,Numbと直接結合することがわかっている。この
 ことを,ChennとMcConne11の示した細胞分裂モデルにあてはめると,神経上皮細胞の分裂面が
 脳室面に対して平行の場合,基底膜側に局在しているNumb/Transitin複合体が基底膜側の娘細
 胞に多く受け継がれ,NumbがNo七c且シグナルを抑制することによってニュ一口ンへ分化を促進し,
 脳室側の娘細胞はそのまま神経上皮細胞として留まることが推測された。そこで,このモデルを検
 証し,さらにNumbと直接結合するTransitinの分裂時の動態を観察することにより,神経幹細
 胞の分裂メカニズムを明らかにすることを目的とした。
 まず,Transitin(1-327)に緑色蛍光蛋白質を発現するd1EGFPを融合させた遺伝子
 (Transiti11-d1EGFP)を神経上皮細胞に電気的穿孔法を用いて発現させ,神経上皮細胞の分裂時
 の動態を観察した。その結果,ほとんどの細胞分裂において分裂面が脳室面に対してほぼ垂直であ
 り,フェレットでみられたような分裂面が脳室面に対して平行の場合はないことがわかった。さらに,
 Transitin-dlEGFPは分裂中期の中頃から終わりにかけて基底膜側から側方へ移動し,細胞の分裂
 面が垂直であってもTransitin-d1EGFPが不等分配され,非対称分裂になり得ることがわかった。
 次に,Transitin-dlEGFPの側方移動に何らかの方向性がみられるのかについて検討した。そのた
 めに,Transitin-dlEGFPの局在を脳室側から観察し,終脳の前後,左右軸との相関について調べ
 た。その結果,Transitin-d1EGFPの局在方向に明瞭な法則性は認められなかった。
 次に,Transitin-dlEGFPの側方移動がどのようなメカニズムで行われているのか検討する目的
 で,微小管やアクチンフィラメントといった細胞骨格およびモーター蛋白質の関与について調べた。
 まずNocodazoleを用いて微小管の重合を阻害したところ,細胞分裂の停止とともにTransitin-
 d1EGFPの側方移動が阻害された。次にサイトカラシンDを用いてアクチンフィラメントを分断し
 一298一
 た場合,Transitin-dlEGFPの局在が細胞質に分散した。このことから,Transitinがアクチンフィ
 ラメントを介して基底膜側に局在していることが考えられた。さらに,Blebbistatinを用いてアクチ
 ンフィラメントの上を移動するMyosin2の働きを阻害したところ,Transitin-d1EGFPが側方へ移
 動しないことから,Transitinの側方輸送にMyosin2が働いていることが示唆された。
 以上の研究から,ニワトリ胚終脳において,神経上皮細胞の細胞分裂面は常に脳室面に対してほ
 ぼ垂直であったが,Transitinが基底膜側から側方に輸送されることにより,Numb/Transitin
 が不等分配されていることがわかった。そして,細胞表層にあるアクチンフィラメントを介して
 Transitinが基底膜側に局在し,Myosin2がTransitinの側方輸送に関与していることがわかっ
 た。
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 審査結果の要旨
 本研究は,中枢神経系の原基において神経幹細胞がどのようなメカニズムで非対称分裂するか
 について解析したものである。胎生期の神経幹細胞である神経上皮細胞は,長い突起を脳室側と
 基底膜側に伸ばした極性を持った細胞であり,細胞周期に従って核を含む細胞体が脳室側と基底
 膜側を移動し,最も脳室側で分裂する。この分裂には,2個の神経上皮細胞が生みだされる対称
 分裂と,1個のニューロンと1個の神経上皮細胞が生みだされる非対称分裂がある。この非対称
 分裂は神経幹細胞を維持しつつ,分化したニューロンを生みだすメカニズムとして重要である。
 一方,ニワトリ胚の神経上皮細胞の分裂期では,ニューロン分化を促進するNumb蛋白質が細
 胞体の基底膜側に局在することが示され,さらに,中間径フィラメントであるTransi七inが
 Numbと同様に基底膜側に局在し,Numbと直接結合することがわかっている。そこで,本研
 究では神経幹細胞の非対称分裂メカニズムを明らかにすることを目的とし,実験的操作が容易な
 ニワトリ胚終脳を用い,神経上皮細胞の分裂パターンをタイムラプス解析を行った。まず,ニワ
 トリ胚終脳では,ほとんどの細胞分裂において分裂面が脳室面に対してほぼ垂直であり,分裂面
 が脳室面に対して平行の場合はないことがわかった。次に,Transitin-dlEGFPを導入して
 Transitinの局在の変化をモニターすると,Transitin-d1EGFP分裂中期の中頃から終わりにか
 けて基底膜側から側方へ移動し,細胞の分裂面が垂直であってもTransitin-dlEGFPが不等分
 配され,非対称分裂になり得ることがわかった。さらに,Transitin-dIEGFPの側方移動がど
 のようなメカニズムで行われているのか検討する目的で,微小管やアクチンフィラメントといっ
 た細胞骨格およびモータータンパク質の関与について各種阻害剤を用いて調べたところ,
 Transitinは細胞表層にあるアクチンフィラメントを介して基底膜側に局在し,Transitinの側
 方輸送にはモータータンパクであるMyosin2が働いていることが示唆された。
 以上のことから,本論文は脊椎動物神経発生における中心的命題である,神経幹細胞の非対称
 分裂に関する分子メカニズムの一端を明らかにしたオリジナリティーの高いものであると考えら
 れ,学位授与に十分値する。
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